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Preparaat, geschlkt voor gebruik inzake de preve ntie van de bij coccl- 
diosls optredende schade bij pluimvee, voedse l resp. drinkwater, dat een 
dereelljk type preparaat bevat, werkwijze voor het voo rkomen van de blj 
coccidlosis optredende schade blj pluimvee door toepasslng van een der- 
5 E ell.1k' preparaat blj pluimvee, dat een voed er resp. drlnkvater krljgt , 
toepediend waarin contlnu een of meer antlcoccldlosls mlddelen aanvezlg 
Is alsmede het behandelde pluimvee. 
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De ultvinding heeft betrekking op een preparaat, dat geschlkt is 
voor toepasslng inzake de preventie van de schade, welke coccidlosis bij 
pluimvee veroorzaakt . 

Coccidlosis is een bij pluimvee voorkomende ziekte, welke door 
verschillende typen Elmer lae, t.w. de Elmeria (E.) acervulina, E .maxima , 
15 ~ E.tenella, E. necatrix, E.brunettl, E.haganl, E.mltls, E.mlvati en " 
E.praecox wordt veroorzaakt. Ieder van de genoemde typen heeft specif ie- 
ke antigene eigenschappen. Binnen 6en type worden geen sub-typen onder- 
scheiden, die zich kenmerken door verschillende antigene eigenschappen. 
Buiten het llchaam van het pluimvee wordt de ziektekiem als een eivormig 
20 lichaampje, dat offcyst wordt genoemd, aangetrof f en. Be grootte, kleur en 
vorm is afhankelijk van de soort Eimerlae (zie o.a. Reid W.M. et al., 
Coccidlosis, "Diseases of Poultry", Iowa State University Press, 1984, 
biz .691-717). De offcyst wordt door het kuiken of de kip opgenomen. In 
het maagdarmkanaal van het dier verliest de offcyst zijn wand en kunnen 
25 een achttal sporozoieten, die in de offcyst aanwezig zijn, deze verlaten. 
De sporozoieten dringen de epitheelcellen van de gastheer binnen en ver- 
menigvuldigen zich daar ongeslachtelijk via enkele stadia schizonten en 
vervolgens geslachteli jk via gametocyten, die uiteindelijk leiden tot de 
vorming van nieuwe oBcysten, welke met de ontlastlng worden uitgeschei- 
30 den. De nieuwe generatie oficysten is dlrekt na de uitscheiding nog niet 
infectleus.en dient eerst te sporuleren. Bij dit sporulatieproces , dat 
ongeveer twee dagen in beslag neemt, worden in de oScyst vier sporocys- 
ten gevormd, die ieder twee sporozoieten bevatten. Ha de sporulatie zijn 
de oScysten infectieus en worden rijpe of gesporuleerde oScysten ge- 
35 noemd. Omdat deze gesporuleerde offcysten een nauwelijks aan te tasten 
wand bezltten, kunnen deze, afhankelijk van de omgevlng, dagen tot jaren 
buiten het lichaam van de kip in leven en infectieus blijven. 

Bij een besmetting van pluimvee met gesporuleerde oo'cysten, komt 



het vermenigvuldigingsproces van de Eimeriae op gang. Dit proces wordt 
coccidiosis genoemd en kan zich op verschillende wijzen manif es teren. 
Hierbij worden de (a) acute klinische coccidiosis (b) de chronische kli- 
nische coccidiosis en (c) de sub-klinische coccidiosis onderscheiden. Al 
5 deze vormen van besme'tting gaan met schade gepaard. Naast de boven ver- 
melde' drie vormen kan eveneens een zeer geringe infektie optreden, 
welke niet met schade gepaard gaat, vel de immuniteit bevordert en ook 
wel coccidiasis wordt genoemd (Malcolm Reid W, et al., Coccidiosis, 
"Diseases of poultry", Iowa State University Press, 1984, biz. 691-717). 
10 Welke vorm coccidiosis tot stand komt hangt vooral af van het aantal 
oo'cysten, waarmee de dieren gei'nfekteerd worden, de virulentie van het 
betreffende soort en de eventueel reeds aanwezige immuniteit. 

Klinische coccidiosis. wordt gekenmerkt door duidelijk zichtbare 
ziekteverschijnselen zoals algemeen ziek zijn, diarree, bloed in de ont- 
15 lasting en sterfte. Subklinische coccidiosis gaat gepaard met een te 
hoge voederkonversie en een te geringe groei. In de bovenvermelde lite- 
"ratuurplaats zijn van iedere soort Eimeriae eveneens de specif ieke ken- 
merken uitvoerig beschreven. 

Onder de' soorten pluimvee worden naast hoenders eveneens kalkoenen 
20 en parelhoenders genoemd, aangezien ook bij deze dieren coccidiosis 
voorkomt. . Echter spelen bij deze dieren andere soorten Eimeriae een rol. 

De uitvinding heeft in het bijzonder betrekking op het voorkomen 
van schade ten gevolge van coccidiosis bij slachtkuikens alsook bij op- 
fokkuikens, welke bestemd zijn als toekomstige legkippen. Meer in het 
25 bijzonder komt bij slachtkuikens zowel de klinische als de subklinische 
coccidiosis voor. Hierbij is vastgesteld, dat subklinische coccidiosis, 
welke veroorzaakt is door E. maxima en E.acervulina de kuikens de groot- 
ste schade berokkent wanneer de dieren twee 2 drie weken voor het slach- 
ten gei'nfekteerd worden. Wanneer de infektie vijf a* zes weken voor het 
30 slachten optreedt blijft de schade minimaal. Bij opf okkuikens , welke 
bestemd zijn als toekomstige legdieren voor consumptie- of broedeieren, 
komt coccidiosis op dezelfde wijze voor als bij slachtkuikens. Men wordt 
echter vaker geconf ronteerd met klinische vormen. Dit vindt o.a. zijn 
oorzaak in het minder gebruik van anti-coccidio6ismiddelen in de 
35 voeders.Bij legpluimvee, dat in de opf ok nog geen immuniteit tegen de 
betrokken Eimeriae- soorten hebben opgedaan worden meestal meerdere 
typen coccidiosis aangetrof f en. 

Voor het bestrijden van de coccidiosis bij pluimvee heeft de farma- 
ceutische Industrie vanaf de vijftiger jaren middelen ontwikkeld, die. 
40 aan voeders. van kuikens kunnen worden toegevoegd en die de ontwikke- 



lingsstadia van Eimeriae kunnen doden, d.v.z. coccidiocide middelen, of 
de voortgeng in de ontvikkeling kunnen afremmen, d.w.z. coccidios tati- 
sche middelen- Tesamen worden deze middelen "anti-coccidiosis- middelen" 
genoemd. Voorbeelden van bekende anti-coccidiosis-middelen zijn: 

5 amprolium 

amp r o li um+e tho paba t e 

pyrimethamine 
zoalen 
aklomide 
10' sulfaquinoxaline 

j nitrof urazone • 
' nicarbazin 
glycamide 
sulfachlorpyrazin 
15 monensin 
lacalocid 
salinomycin 
maduramycin 
narasin 
20 buquinolate 
decoquinate 
clopidol 
robenidine 

clopidol+methylbenzoquate 
25 halofuginone 
aprinocid en 
toltrazuril 
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Ten behoeve van pluimvee, dat lijdende aan coccidiosis is, zijn 
coccidiosis-geneesmiddelen en wel chemotherapeutica en antibiotica ont- 
wikkeld. Deze middelen zijn in staat ontwikkelings stadia van Eimeriae te 
. doden. Veel van deze middelen behoren tot de sulfonamide*. Daarnaast 
zijn azurilpreparaten eveneens zeer werkzaam als geneesmiddel. Bepaalde 
geneesmiddelen kunnen een of meerdere malen worden toegediend om cocci- 
35 diosis te voorkomen. Ze bebben dan de funktie van een anti-coccidiosis- 
middel. In het kader van de uitvinding worden deze geneesmiddelen even- 
eens als "anti-coccidiosis-middelen" aangeduid. 

Gebleken is echter, dat enkele typen Eimeriae geheel of grotendeels 
resistent tegen de bekende anti-coccidiosismiddelen en coccidiosis- 
40 geneesmiddelen zijn. Daar bepaalde Elmerias tammen bedri jf sgebonden op- 



treden kan het voorkomen, dat op een bepaald bedrijften enkel Eimeria- 
type resis.tent is tegert een of meerdere coccidiosismiddelen of genees- 
middelen, velke middelen daarnaast zeer .werkzaam zijn tegeti andere 
Eimeriae-soorten. Echter neemt het verschijnsel van resistentie toe en 
5 is er de oorzaak van, dat bij slachtkuikens subklinische coccidiosis in 
het algemeen en klinische coccidiosis regelraatig optreedt. 

Zoals bekend kan pluimvee een immuniteit opbouwen tegen coccidiosis 
(Long P.L. et al., Immunisation of young broiler chickens with low level 
infections of Eimeria tenella , E.acervulina or E. maxima, Avian Patholo- 
10 gy, 1986, 15, "biz. - 271-278)'. Deze immuniteit is soortspecif iek. Als ' 
kuikens tweemaal aan een geringe infektie" van E. maxima- , E. prune tti- of 
■ ■ E.acervulina- oo'cysten worden blootgesteld ontstaat een desbetref f ende 
immuniteit. Ten aanzien van E. tenella en E.necatrix zijn meer dan twee 
infekties nodig. om een immuniteit te bewerkstelligen. Gebleken is, dat 
15 een dagelijkse besmetting met 1 tot 20 oo'cysten E.acervulina, E -maxima 
of E .tenella gedurende twintig dagen een solide immuniteit opwekt . Als 
kuikens of kippen met een gering aantal offcysten gei'nf ekteerd worden 
ontstaan herinf ekties , die tot een immuniteit leiden. Deze natuurlijke 
infektie gaat met.,enige schade gepaard. Er is in feite sprake van sub- 
20. klinische coccidiosis. Als het dier de infektie vroeg oploopt zal het, 
zoals is gebleken, de schade kunnen compenseren. 

Uit Dorsman W., De enting van kuikens tegen coccidiosis, Tijd- 
schrift voor Diergeneeskunde, 1956, 17_, biz. 783-790 is het bekend 
dieren opzettelijk met oo'cysten te besmetten om het proces van immuni- 
25- teitsvonning op gang te brengen. Daarbij zijn er vaccins vkn mengsels 
van oo'cysten van al de bij de kip optredende Eimeriae- soorten ont- 
wikkeld. Deze oo'cysten zijn dan afkomstig van normale velds tammen of 
" veldstammen, die toevallig minder virulent zijn bevonden. Het resultaat 

van deze vaccins valt vaak tegen omdat 
30 -. hetzij de verschillende soorten alien tegelijk aanslaan en een te 
zware, niet herstelbare infektie opwekken;. 

- hetzij bepaalde soorten in het geheel niet aanslaan, waardoor de 
dieren gevoelig blijven; 

- hetzij bepaalde soorten slechts bij een zeer klein aantal dieren aan- 
35 slaan ? die het hok massaal besmetten, waardoor ernstige klinische 

coccidiosis bij de overige dieren kan ontstaan. 

Uit Shirley M.W., Millard B.J., Studies on the immunogenety of 
seven attenuated lines of Eimeria given as a mixture to chickens, Avian 
Pathology, 1986, 15, biz. 629-638 zijn vaccins bekend, die berusten op 
40 het gebruik van "precocious strains" of in embryonen afgezwakte Eimeria- 



stamen. Het resultaat van taet gebruik van deze vaccina is onder prak- 
tijkomstandigheden echter nog niet bekend. 

Resumerend kan vorden gesteld, dat coccidiosis in toenemende mate 
Bchade bij pluimvee yeroorzaakt. Hierbij speelt de subklinische 
5 coccidiosis bij slachtkuikens de belangri jkste rol. Als oorzaak moet 
worden genoemd, dat de resistentie van EtoerUe ten opzichte van de 
anticoccidiosismiddelen en -geneesmiddelen toeneemt. Daarbij vordt het 
probleem aangaande deze toenemende resistentie niet opgelost door de 
huidige in de handel zijnde vaccins. 
XO De uitvinding is nu gelegen in het oplossen van het bovenbeschreven 

probleem inzake de toenemende resistentie tegen anti-coccidiosis^idde- 
len en -geneesmiddelen met behulp van gesporuleerde oScysten van telkens 
een of enkele soorten Elmeriae, die resistent zijn tegen een of meer der 
bekende anti-coccidiosismiddelen. De uitvinding heeft derhalve betrek- 
15 king op een preparaat, geschikt voor gebruik inzake de preventie van de 
. bij- coccidiosis optredende schade bij. pluimvee, velke gekenmerkt wordt 
door een gehalte aan gesporuleerde otfcysten van Elmeriae- en/of Isp_- 
sporeae- soorten, velke geheel of grotendeels resistent zijn geworden 
"voor anti-coccidiosis-middelen. Meer in het bijzonder heeft de uitvin- 
20 ding betrekking op preparaten, velke gekenmerkt worden door een gehalte 
aan gesporuleerde oo'cysten van E.acervullna en/of EWma, meer in het 
bijzonder van een kombinatie van beide Eimeriae-soorten. Bovenbedoelde 
preparaten volgens de uitvinding kunnen naast de otfcysten in kvestie een 
of „eex hulpmiddelen zoals op veterinair gebied aanvaardbare viscosi- 
25 teitsverhogende stoffen, conserveermiddelen en kleurstoffen bevatten. 

Voorts heeft de uitvinding betrekking op een of meer bekende anti- 
coccidiosis-middelen bevattend voedsel reap, drinkwater voor pluimvee, 
dat gekenmerkt vordt door een gehalte aan gesporuleerde otfcysten van 
Eimeriae- soorten velke geheel of grotendeels resistent zijn gevorden 
30 ^r~d7anti-coccidiosis^iddelen. Zoals. vermeld vorden bij voorkeur 
oo-cysten van E.acervullna en/ of E. maxima toegepast. 

Daarnaast heeft de uitvinding betrekking op een verkvijze voor het 
voorkomen van subklinische en klinische coccidiosis bij slachtpluimvee, 
dat via het voeder continu een of meer anti-coccidiosismiddelen krijgt 
35. verstrekt en vaarbij men ten minste drie veken vB6r de slacht het pluim- 
vee met een preparaat volgens de uitvinding behandelt res P . het voedsel 
e.,. drinkvater met het preparaat volgens de uitvinding aan het pluimvee 
toedient. Wanneer het in plaats van slachtkuikens opf oklegkuikens 
betreft worden aan deze laatstgenoemde kuikens , velke tot een leeftijd 
40 van ca 14 veken in de groeifase vertoeven en op een leeftijd van 16 3 18 



weken gebruiksgere^^ dienen te zijn, overeenkomst e uitvinding, v6$r 
/de leeftijd van twaalf weken het preparaat volgens de uitvinding reep. 
het voeder c.q. drinkvater met het preparaat volgens de uitvinding toe- 
; gediend. Bij het toedienen van de offcysten van de betreffende geheel of 
.5 grotendeels res is tent geworden Eimeriae- typen kunnen 10-5000 bij voor- 
keur 50-500 exemplaren per.kuiken worden toegediend. 

Tenslptte heeft de uitvinding betrekking op het al dan niet ge- 
slachte pluimvee, dat over eenkoms tig de werkwijze volgens de uitvinding 
is behandeld. 

10 Het voordeel van de uitvinding is in het bijzonder gelegen in het 

feit, dat door het planmatig toedienen van oo'cysten van een of een 
beperkt aantal typen Eimeriae, welke geheel of grotendeels resistent 
zijn geworden tegen de tot nu toe bekende anti-coccidiosis-middelen de 
nadelen van de. tot nu toe* in. gebruik zijnde vaccina vorden voorkomen, 

15 terwijl tegelijkerti jd de coccidiosis , welke veroorzaakt zou worden door 
de overige typen Eimeriae voorkomen wordt door de algemeen bekende en in 
- - de handel verkrijgbare anti-coccidiosis-middelen in het voeder/drink- 
water. 

Het vinhen .van de oo'cysten van de Eimeria typen, welke in het kader 
20 van de uitvinding worden toegepast, is algemeen uit de literatuur 
bekend. Een overzicht van enkele winmethoden wordt bijvoorbeeld in Ryley 
J.F. et al., Parasitology (1976), 73_ 9 "Methods in Coccidiosis Research: 
Separation of Oocysts from Faeces", biz. 311-326 gegeven. In dit verband 
wordt naar voren gebracht, dat in het licht van de uitvinding de win- 
25 methode van de oo'cysten als zodanig niet kritisch is. 

De uitvinding wordt onderstaand toegelicht aan de hand van een 
drietal experimented 

A) In het eerste experiment is bij in kooien op strooisel gehouden 
30 kuikens nagegaan of de door Aanvraagster gel's oleerde E .acervulinas tam, 
aangeduid als de stam EA-LA en de door Aanvraagster gei'soleerde 
E . maxima s tarn, aangeduid als de stam EM-WB, geschikt zijn om planmatig te 
infekteren. Bij dit onderzoek is vastgesteld dat: 

1) E . acervulina- oo'cys ten van de stam EA-LA en., E .maxima- oo'cysten van de 
35 stam EM-WB in staat zijn bij slachtkuikens op strooisel na een infek- 

tie op de leeftijd van £e*n week direkt subklinische coccidiosis op te 
wekken, hetgeen tot uitdrukking komt in een massale oo'cys ten-uit- 
scheiding; 

2) de ontwikkeling van subklinische coccidiosis niet beinvloed wordt 
40 door de gebruikte inf ektiedosis; 



3) het gehele proces van ontwikkeling tot subklinische coccidiosis en de 
genezing hiervan zonder schade verloopt; en 

4) de infektieproef niet gestoord wordt door de aanwezigheid van monen- 
sin-natrium in het voeder; dlt wijst er op dat de beide E^rneri^ 

5 stamen geheel of vrijwel geheel resistent zijn voor het gebruikte 
anti-coccidioslsmiddel. 

B) In het tveede experiment,' eveneens met kuikens in kooien op 
strooisel uitgevoerd, is nagegaan of de " bovengenoen.de Eimeriae.-s tammen 
1Q tezamen in staat zijn een bescherming op te wekken. »j dlt onderzoek is 
vastgesteld.dat: 

D de E.acervulina-stam en de E .maxima- stam, toegepast als kombinatie 
n et7lkaar, in staat zijn slachtkuikens op een leeftijd van een week 
met succee te infekteren; 
15 2) de beide stammen in staat hlijken te zijn slachtkuikens na een infek- 
- tie op de leeftijd van een week te beschermen tegen herinfekties o P 

een leef tijd van vier weken; en 
3) de toegepaste hoeyeelheid otfcysten, 50 van ieder type, voldoende 
blijkt te zijn om het proces te bewerkstelligen. 

20 

C) in het derde experiment is nagegaan of de in kooien opgedane 
bevindingen evenzeer opgaan onder praktijkomstandigheden. In dlt experi- 
ment is bij onder nonnale praktijkomstandigheden gehouden slachtkuikens 
aangetoond dat: 

25 l) het planmatig infekteren van slachtkuikens van een week oud met een 
6 usplie van de bovengenoemde E • a c ervullna- , E^axima-otfcysten en 
hulpstoffen, toegediend middels het drinkwater, direkt aanslaat; 
2) het op jeugdige leeftijd gelnf ekteerde -koppe! (- groep dieren) hier- 
van geen enkel nadeel ondervindt; 

ppti coede bescherming op- 
30 3) de planmatige infektie op jonge leeftijd een goe 

bouwt; en 

*) de aanwezigheid van het anti-coccidiosismiddel monensin-natrium 

het voeder de opbouw van de bescherming niet in de weg staat. 
Al deze experiments worden onderstaand uitvoerig beschreven. 

\ 

35 



VOOREEELD I 

Het infect eren van slachtkuikens met Eimeria acervulina of Eimeria 
maxima in kooien met strooisel (Experiment 1) 

5 

Inleiding 

Bij- pluimvee ontstaat een immuniteit tegen coccidiosis als de 
dieren met otfcysten van een bepaalde Eimeriaj-soort en in voldoende mate 
gernfekteerd zijn geweest. Een gering aantal oo'cysten is al in staat dit 

10 fenomeen op te vekken omdat na een vermenigvuldigingsproces in de darm 
oo'cysten met de ontlasting uitgescheiden worden en .de infektie opnieuw 
plaats vindt. In feite kan men dan van coccidiosis spreken die zich als 
regel subklinisch zal gedragen. 

De Eimeria. (E. ) acervulina- s tarn EA-LA en de E .maxima- s tarn EM- WE 

15 zijn gei'soleerd uit strooisels van slachtkuikens van Nederlandse bedrij- 
ven. Beide stammen zijn weinig virulent. Ze zijn resistent tegen het 
ionofore anti-coccidiosismiddel monensinnatrium. Of beide stammen goede 
immuniteitvormers zijn wordt nader onderzocht. Hierbij wordt een proef 
opgezet, vaarbij slachtkuikens die nooit met coccidiosis in aanraking 

20 zijn geweest E . acervulina- oo'cys ten van de stain EA-LA of E .maxima- oo'cys- 
ten van de stam EM-WB krijgen toegediend, teneinde na te gaan of: 

1) de beide stammen zich voldoende snel vermenigvuldigen bij 
kuikens op strooisel gehouden; 

2) de toegediende hoeveelheid oo'cysten dit proces op gang brengt; 
25 3) dit proces na het toedienen van verschillende hoeveelheden 

oo'cysten met schade gepaard gaat; en 

4) dit proces ongestoord verloopt als 100 ppm monensin-natrium in 
de voeders aanwezig is . 

30 Proef opzet, monstername en methoden. 
Proef opzet 

Er zijn twee experimenten opgezet. In experiment (la) werden 
kuikens besmet met E .acervulina- oo'cys ten (stam EA-LA) , in experiment 
35 (lb) met E .maxima- oo'cys ten (stam EM-WB ) . - De proef omstandigheden .waren 
bij beide proeven gelijk. 

Per experiment werden vier groepen slachtkuikens (ras Arbor Acres) 
van telkens 30 henkuikens in kooien op strooisel geplaatst. ledere kooi 
was omhuld door een zak van kuns tstofmateriaal waarin gefiltreerde lucht 
AO werd geblazen. Het bodemoppervlak per kooi bedroeg ca. 1 m^ . De kuikens 



werden op fijne houtkrullen gehouden. In iedere kooi was een verwar- 
mingslamp aanwezig. Via een Uep aan een korte kant kon .en in de kooi 
werkzaamheden verrichten. 

De kuikens verden tot op het einde van het experiment gevoerd met 
5 een commercieel slachtkuikenvoer vaaraan 100 ppm monensin-^atrium was 
toegevoegd. 

Froefopzet experiment la 

0p een leeftijd van zeven dagen werden de dieren uit de proefgroe- 
X0 pen gei-nfekteerd per os met 1 ml van een gesporuleerde otfcystensuspensie 
in water. 

' " In groep 1 met 50 offcysten E.acervulina . 
In groep 2 met 500 oo'cysten E.acervulina. 
In groep 3 met. 5000 oo'cysten E.acervulina. 
■ 15 In groep A werden de dieren niet gei'nf ekteerd. 



Proefopzet experiment lb 
20 De wijze en tijdstip van besmetten was gelijk aan experiment la. De 

infektiedosis was als volgt: 
In groep 1 met 50 oo'cysten E. maxima. 
In groep 2 met 500 oCfcysten E .maxima . 
In groep 3 met 5000 oo'cysten E. maxima. 
25 In groep 4 werden de dieren niet gei'nf ekteerd. 

Mon stername en ' onderzoekmethoden 

iedere week werd het aantal otfcysten in het strooisel geteld 
volgens de methode Long. (Long P.L. .t al., Sampling broilerhouse litter 
30 for coccidial oocysts, British Poultry Science 1975, 16, hi.. 583-592). 

Op een leeftijd van 21 en 35 dagen werden telkens 5 kuikens gese- 
ceerd en de laesies beoordeeld volgens de methode van Johnson en Reid 
(Johnson J. et al., Anticoccidial drugs: lesion scoring techniques in 
battery and fioor-pen experiments with chickens. Experimental 
35 Parasitology, 1970, 28, hlz. 30-36) in het voorste, mlddelste en het 
achterste deel van de dunne. darm. Afhankelijk van de ernst van de 
Xaesies warden deze gewaardeerd met de punten 0, 1, 2 of 3 per beoor- 
delingsplaats. Tevens had een microscopisch onderzoek van het voorste, 
middelste en achterste deel van de darm plaats, teneinde een eventuele 
40 aanwezigheid van otfcysten vast te stellen. Deze kuikens werden niet 
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gewogen en in de gemiddelde gevichten betrokken. 

Wekelijks verden de overige kuikens gewogen. Per week werd met de 
M Student-T"-toets nagegaan of er verschillen tussen de proefgroepen en — 
de kontrolegroep aanvezig waren- Van een significant verschil werd 
gesproken als P gelijk of kleiner dan 0,01 is. 

Dagelijks werden de dieren geobserveerd en na afloop van de proef i 
op een leeftijd van 42 dagen had een bloedonderzoek plaats ten aanzien ( 
van Mg (Mycoplasma gallisepticum) , NCD (New Castle Disease), IB 
(Infectious bronchitus) en IBD (Infectious bursal disease). 

Resultaten ! 



In Tabel 1A wordt het aantal E .acervulina- oo'cysten in het strooi- 
sel, uitgedrukt in 2-log t van experiment la weergegeven. 

In Tabel IB worden dezelfde gegevens verstrekt van experiment lb 
15 voor het aantal E .maxima-offcysten . 



TABEL 1A 

Het aantal E .acervulina- oo'cysten (2-log) per gram strooisel per week per 

20 prpefgroep. De infektie heeft plaatsgevonden op een leeftijd van e*£n 
week. 

Aantal oo'cysten 

Leeftijd Groep 1 Groep 2 Groep 3 Groep 4 

1 week - - - - 

2 weken 8 7 10 - 

3 weken 12 14 13 - 

4 weken 6 8 4 - 

5 weken - 6 - ~ 

6 weken 3 - - " 



\ 



A rt A *V *» f\ f% 
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TABEL IB 



. Het aantal 


E. maxima -oo'cys ten (2-log) 


per gram 


proef groep. 


De infektie 


heeft plaats 


gevonden c 


week . 












Aantal oo'cysten 


5 Leeftijd 


Groep 1 


Groep 2 


Groep 3 


1 week 








2 weken 


4 


3 


8 


3 weken 


8 


■6 


12 


4 weken 


9 


2 


4 


5 weken 


3 


4 


2 


6 weken 


2 


2 




Toelichting 


op Tabellen 


1A en IB 





Groep 4 



Experiment ia ; j-u uc 6^^^" - — - 

15 de.maxiuale hoeveelheid otfcysten in het strooisel aangetrof f en. Omdat. 
het aantal oo'cysten in het strooisel seer snel achteruit ging, kon het 
hoge aantal offcysten in groep 1 op een leeftijd van drie weken alleen 
verklaard worden op basis van een- tweede general*. . Er is zeker geen 

* aantoonbare relatie met de inf ektiedosis . 

20 Experiment lb: Met uitzondering van de otfcystenuitscheiding in 

groep l.die iets later tot stand komt, zijn de resultaten gelijk aan 

die van experiment la. 



12 



In de Tabellen 2A en 2B worden de resultaten van het beoordelen van 
de laesies van de experimenten la en lb weergegeven. 

TABEL 2A \ 

De opgetelde vaarderingen van de laesies na de E .acervulina- inf ektie , 
vastgesteld in de dunne darm en beoordeeld op een leeftijd van drie 
weken bij kuiken 1 t/m 5 en op een leeftijd van vijf weken bij kuiken 6 
t/m 10. 

Opgetelde laesies 
Groep 1 " Groep 2 Groep 3 Groep 4 

leeftijd 

in weken 35 35 3 5 35 

kuiken 1 en 6 1 - - - - 

kuiken 2 en 7 - 11 4 - - 

kuiken 3 en 8. 2 - 2 - - 1- - 

kuiken 4 en 9. - - - - 2 

kuiken 5 en 10 - 3 1 - 

TABEL 2B 

De opgetelde vaarderingen van de laesies na de E .maxima- inf ektie , vast- 
gesteld in de dunne darm en beoordeeld op een leeftijd van drie weken 
bij kuiken 1 t/m 5 en op een leeftijd van vijf veken bij kuiken 6 t/m 
10. 

Opgetelde laesies 
Groep 1 Groep 2 Groep 3 Groep 4 

leeftijd 

in weken 35 35 3 5 3 5 

kuiken 1 en 6 - - 2 - 

kuiken 2 en 7 - 1 1 - 

kuiken 3 en 8 2 1 5 - - 

kuiken 4 en 9 - 1- - - _ - 

kuiken 5 en 10 - 2 3 - - 

Toelichting op Tabel 2A en 2B 

Experiment la : De laesies worden vrijwel alleen aangetrof fen op een 
leeftijd van drie weken dus twee weken na de inf ektie. Er is zeker geen 
sprake van ernstige afwijkingen. 

Experiment lb ; De bevindingen zijn vergeli jkbaar met die van 
experiment la. 



In de Tabellen 3A en 3B worden de resultaten van het microscopisch 
darmonderzoek bij' de geseceerde kuikens uit experiment la en lb weerge- 
geven. 
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TABEL 3A 

De aanwezigheid(+) van E.acervulina- oo'cysten bij het microscopisch 
onderzoek van de darmen in experiment la, beoordeeld op een leeftijd van 
drie veken bij kuiken 1 t/m 5 en op een leeftijd van vijf weken bij 
.kuiken 6 t/m 10. 

Aanwezigheid offcysten 
Groep 1 Groep 2 Groep 3 Groep 4 

leeftijd 

in veken 35 35 35 35 



kuiken 
kuiken 
kuiken 
kuiken 
kuiken 



1 en 6 

2 en 7 . 

3 en 8 

4 en 9 

5 en 10 



TAB EL 3B 

De aanwezigheid(+) van E .maxima- oo'cys ten bij het microscopisch onderzoek 
van de darmen in experiment lb, beoordeeld op een leeftijd van twee 
weken "bij kuiken 1 t/m 5 en op een leeftijd van vijf weken bij kuiken 6 
25 t/m 10- 

Aanwezi^e oo'cysten 
Groep 1 Groep 2 Groep .3 Groep 4 

leeftijd 

in weken 3 .5 35 35 3 5 



kuiken 
kuiken 
kuiken 
kuiken 
kuiken 



1 en 6 

2 en 7 

3 en 8 

4 en 9 

5 en 10 



+ 
+ 



Toelichting op Tabel 3A en 3B 

Experiment la en lb : Het aantal kuikens waarbij oo"cysten aangetrof- 

fen zijn is klein. 
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In de Tabellen 4A en 4B vorden de gemiddelde gewichten en de stand- 
daarddeviatie weergegeven. In experiment la zijn de dieren dus besmet op 
een leeftijd van 6e~n week met E .acervulina- oo'cys ten en in experiment lb 
met E .maxima- oo'cysten. Het resultaat van de statis tische verwerking van 
de gewichten wordt aangegeven door de letters a en b. Deze letters 
dienen per week vergeleken te worden. Als de letters gelijk zijn wijst 
dit niet op een verschil, als 2e verschillend zijn echter wel. 

TABEL 4A 

Per week wordt weergegeven: het aantal kuikens per groep (n), het 
gemiddelde gewicht (gew), de s tanddaarddeviatie (*sd) en het al of niet 
verschillend zijn van de gewichten (s).. 



leeftijd 

in 
weken 

1 

2 

3 

4 

5 

6 



Groep 1 

gew*sd s 



n 



.20 209 
20 376*12 b 
20 591*17 b 
20 987*22 a 
20 1403*21 b 
20 1808*27 a 



Gewichten 
Groep 2 

n gew*sd s 



20 
19 
19 
19 



209 

382*14 
598*19 
973*26 
19 1385*25 
19 1795*20 



Groep 3 

gev*sd s 



n 



20 209 
20 371*15 b 
20 584*15 b 
19 979*26 a 
19 1410*26 a 
19 1801*23 a 



Groep 4 

n gew*sd s 

20 209 

20 402*11 a 

20 635*14 a 

20 991*23 a 

20 1421*22 a 

19 1815*19 a 



TABE L 4B 

i — 
Per week wordt weergegeven: het aantal kuikens per groep (n), het 

gemiddeld gewicht (gew), de s tanddaarddeviatie (*sd) en het al of niet 

verschillend zijn van de gewichten. 



Gewichten 





Groep 1 




Groep 2 




Groep 3 




• Groep 4 




leeftijd 
























in 


n 


gew*sd 


s 


n 


gew*sd 


6 


n 


gew*sd 


s 


n gew*sd 


s 


weken 






















1 


20 


195 




20 


195 




20 


195 . 




20 195 




2 


20 


348*16 


b 


20 


352*17 


a 


20 


327*19 


b 


20 361*13 


a 


3 ' \' 


19 


562*20 


b 


20 


551*19 


b 


19 


523*17 


b 


20 592*19 


a 


4 


19. 


913*31 


a 


20 


906*35 


a 


19 


886*35 


b 


20 927*30 


a 


5 


19 


1327*39 


a 


20 


1335*35 


a 


18 


1268*37 


b 


19 1343*32 


a 


6 


19 


1735*42 


a 


20 


1761*36 


a 


18 


1695*43 


b 


19 1751*34 


a 
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Toelichtinp op Tabell en 4A en 4B 

Experiment la . Op een leeftijd van twee weken, dus een week na de 
infektie met E .acervnlina- QQ-cysten , bleven de gemiddelde gewichten van 
de proefdieren achter bij dat van de kontroledieren. Op een leeftijd van 
5 zes weken vertoonden de gewichten van de groepen 1 en 3 geen verschil 
met de kontrole, groep 2 nog in geringe mate. 

Experiment lb . Op een leeftijd van twee weken, een week na de 
infektie met E .maxlma- offcysten, bleven de gewichten van de groepen 1 en 
3 achter bij dat van de kontrole. 0 P zes weken waren de gewichten van de 
10 proefgroepen 1 en 2 gelijk aan de kontrole, groep 3 bleef duidelijk 
achter in gewicht. Dat de eindgewichten van experiment la en lb nogal 
verschillend" waren lag aan de bijkomende proef omstandigheden, die per 
experiment wel gelijk waren, maar bij achtereenvolgende experimenten 
Uonden verschillen. Dit was bijv. het geval met de buitentemperatuur . 

•De kuikens werden dagelijks geobserveerd . Er werden geen klinische 
"ziekteverschijnselen vaargenomen. Alle bloedonderzoeken verliepen 
negatief ten aanzien van Mg, NCD, IB en IBD. De beide experimenten 
werden dus niet door deze aandoeningen gekompliceerd. 
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N abeschouwing ■ 

^17*v«be.chreven experimenten zijn een week oude slachtkuikens 
die op strooisel zijn gehouden gei'nf ekteerd met verschillende aantallen 
oo-cysten van de typen E^acervulina. en E.maxima. Deze infektie resulteert 
25 in een otfcystenuitscheiding die in geval de E • acervullna- inf ektle het 
hoogste is twee weken en in geval de E.maxima-inf ektie twee tot drie 
weken na de infektie. Hierna dealt het aantal oo'cysten snel. Er wordt in 
beide experimenten een gering aantal laesies vastgesteld op een leeftijd. 
van drie weken. Tevens worden bij enkele dieren otfcysten in de dunne 
30 darm aangetrof f en. Op een leeftijd van vijf weken worden deze bevindin- 
gen nauwelijks meer vastgesteld. .Bit de gewichtsontvikkeling bHjkt dat 
de infektie reeds na een week een geringe groeiachterstand bewerkstel- 
ligt, die in beide experimenten in vrijwel alle groepen op een leeftijd 
• van zes weken gekompenseerd is, waardoor de dieren in 4 van de 6 proef- 
35 groepen^ weer gelijk aan gewicht zijn aan de kontrolegroepen. U deze 
kenmerken wijzen op het doormaken van subkiinische coccidiosis e, 
wanneer de infektie ongekompliceerd zijn gang kan gaan, vrijwel zonder 
schade verloopt. 



AO 



VOORBEELD II 



Het planmatig infekterrn en het herin f ekteren van slachtkuikens m „ 
Eimeria acervullna en Eimeria maxima In Wen met strooisel. ' 
5 (Experiment 2). 

Inleidlng 

Door Aanvraagster is vastgesteld dat, lndien subklinische coccidio- 
sis bij slachtkuikens vroegtijdig verloopt, de schade op het einde van 

10 de opfokperiode.geheel of vrijwel geheel achtervege blijft. Voorts is 
vastgesteld dat de door Aanvraagster gelsoleerde Eimeria (E.) acer- 
™iinastam EA^LA en de E.maximastam EM-WB ' zich bij slachtkuikens weinig 
virulent gedragen en resistent zijn tegen monensin-natriumzout . In dit 
voorbeeld wordt een onderzoek beschreven, waarbij slachtkuikens op een 

15 leeftijd van een week planmatig besmet worden met 50 E.acervulina- en 50 
E.maxima- offcysten en vervolgens op een' leeftijd van vier weken aan een 
zware besmetting worden onderworpen. Het onderzoek wordt uitgevoerd in 
kcoien waarin de kuikens op strooisel worden gehouden, terwijl hen een 
voeder met monensin-iiatrium wordt verstrekt. 

20 Het doel van het onderzoek is na te gaan of: 

1) de E.acervulinastam en de E.maximas tam toegepast in kombinatie met 
elkaar zich even snel ontwikkelen als beide stammen af zonderli jk; 

2) . de beide stammen een immunogeen effekt ontplooien; 

3) de toegepaste hoeveelheid offcysten, 50 van ieder type, voldoende is 
15 .on het proces te bewerks telllgen. 



Proefopzet, monstername en method 



en. 



0 



Proefopzet 

In het experiment werden vier groepen slachtkuikens (ras Arbor 
Acres) van telkens 30 henkuikens in kooien op strooisel geplaatst. 
Iedere kooi was omhuld door een zak van' kunststofmateriaal waarin gefil- 
treerde lucht werd geblazen. Het bodemoppervlak per kooi bedroeg ca 1 
■a 2 - De kuikens werden op fijne houtkrullen gehouden. In iedere kooi was 
5 een verwaVmingslamp aanwezig. Via een klep aan een korte kant kon men in 
de kool werkzaamheden verrichten. De kuikens werden gevoerd met een 
kommercieel slachtkuikenvoer waaraan tot een leeftijd van vier weken 100 
ppm monensin-natrium was toegevoegd. 

Op een leeftijd van 7 dagen werden de dieren uic de proefgroepen 1 
en 2 per os gei'nf ekteerd met 50 gesporuleerde offcysten E.acervulina en 



50 gesporuleerde offcysten E -maxima gesuspendeerd in 1 ml water. 

Op een leeftijd van 28 dagen werden de dieren uit de proefgroepen 1 
en 3 per os gel'nf ekteerd met 50 .000 ■gesporuleerde otfcysten E.acervullna 
en 50.000 gesporuleerde otfcysten E .maxima via het drinkwater. Deze 
Eimeriae-* teamen zijn veldlsolaten waarvan niet bekend is of ze 
resistent zijn tegen anticoccidiosismiddelen . Om deze reden werd vanaf 
een leeftijd van A weken niet langer mohensin-natrium via het. voeder 

toegediend. 

Groep 4komt niet in kontakt met Elmerlae. 
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Monstername en onderzoekmethoden 

Iedere. week werd een strooiselmonster genomen en werd het aantal 

offcysten geteld volgens de methode Long. 

Op een leeftijd van 21 en 35 dagen werden telkens vijf kuikens 
15 geseceerd, en de laesies beoordeeld volgens de methode van Johnson en 

Reid, in het voorste, middelste en achterste deel van de dunne darm. 

Afhankelijk van de ernst van de laesies werden deze gewaardeerd met de 

punten 0, 1, 2 of 3 per beoordelingsplaats . Er. had een microscopisch 

onderzoek van het voorste, middelste en achterste deel van de dunne darm 
20 plaata, teneinde de aanwezigheid van otfcysten vast te etellen. De 

geseceerde kuikens werden niet gewogen en in de gemiddelde gewichten 

betrokken. 

Wekelijks werden de overige kuikens gewogen. Per week werd met de 
"Student T"-toets nagegaan of er verschillen tussen de proefgroepen en 
25 de niet-gelnfekteerde groep aanwezig waren. Van een verschil verd 
gesproken als P gelijk of kleiner dan 0,01 is. 

Dagelijks werden de dieren geobserveerd en na afloop van de proef 
op een leeftijd van 42 dagen had een bloedonderzoek plaats ten aanzien 
van Mg, NCD, IB en IBD. 
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Resultaten 

^TTabel 5 wordt het aantal E.acervulina-QQ-cysten en E.maxima- 
oo-cysten in het strooisel, uitgedrukt in 2-log, weergegeven. 



TABEL 5 



Het aantal E.acervulina- (ea) en E . maxima -o o'c ys t en ( em ) , 2-log per gram, 
strooisel per week per proefgroep. De inf ektie heeft plaatsgevonden op 
een leeftijd van e"£n week. 









Aantal 


offcys ten 






Leeftijd 


Groep 1 


Groep 2 


Groep 3 


Groep 4 




ea 


em 


ea 


em 


ea 


em 


ea em 


1 week 
















2 weken 


7 


4 


6 . 










3 weken 


14 


11. 


10 


4 








4 weken 


7 


1 


12 


7 








5 weken 


2 




8 . 


3 


■12 • 


8 




6 weken 




1 


1 




14 


4 





Toelichting op Tabel 5 

- De inf ektie op een leeftijd van, gen week resulteerde in een 

maxlmale hoeveelheid oo'cysten in het strooisel 2 3 3 weken na de 
inf ektie (groep 1 en- 2). Een herinfektie op een leeftijd van 4 weken 
20 had nauwelijks of geen uitscheiding van oo'cysten tot gevolg (groep 1) 
dit in tegenstelling met de infektie van . dieren die niet eerder 
gei'nfekteerd zijn (groep 3)-. 

In Tabel 6 worden de resultaten van de beoordelingen van de laesies 
.25 weergegeven. 

TABEL 6 

De opgetelde waarderingen van de laesies- vastgesteld in de dunne darm, 
beoordeeld op een leeftijd van drie weken bij kuiken 1 t/m 5 en op een 
30 leeftijd van 5 weken bij kuiken 6 t/m 10. 

Opgetelde laesies 
Groep 1 Groep 2 Groep 3 Groep 4 

leeftijd 

in weken 35 .35 35 35 

kuiken | en 6 1 - - _ . . _ 2 - - 

kuiken 2 en 7 - - _ _ _ 

kuiken 3 en 8 - 3 4 _ 

kuiken 4 en 9 - - _ 1 _ 

kuiken 5 en 10 - _ 3 _ 
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TnftHrh tlne OP Tabel 6 

"Tlljl. taiken., geinfekteerd op een leeftijd van CI. week, warden 
vrijwel geen laesies aangetrof f en . Bij de dieren die op een leeftijd van 
vier veken voor het eerst gei'nf ekteerd verden, werden wel duidelijke 
5 laesies vastgesteld. De dieren, die op een leeftijd van vier weken voor 
de tveede maal gei'nf ekteerd verden, vertoonden geen laesies. 

in Tabel 7 worden de resultaten van het microscopisch onderzoek van 
de daruen van de geseceerde kuikens veergegeven. De beoordeling heeft 

a p Pn leeftiid van drie weken bij kuiken 1 t/m 5 en op 

10 plaats gevonden op een leertija van 

een leeftijd van vijf weken bij kuiken 6 t/m 10. 

TABEL 7 
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leeftijd 
in weken 



Groep 1 
3 5 



Aanwezige oo'cysten 
Groep 2 Groep 3 

3 5 3 5 



Groep 4 
3 5 



kuiken 
kuiken 
kuiken 
kuiken 
kuiken 



1 en 6 

2 en 7 

3 en 8 

4 en 9 

5 en 1Q 



+ 
+ 
+ 



Tnp Hr.hting QP Tabel 7 

Blj de 0 p een ieeftijd van een week gei'nf ekteerde dieren zi 3 n vri,- 

„el geen otfcysten aangetrof fen. Bij de kuikens die de eer S te infektie op 
een leeftijd van vier weken hadden ondergaan »as dit bij drie van de 
30 vijf vel het geval. Bij geen der dieren die op een leeftijd van vier 
weken voor de tveede *aal gelnf ekteerd Werden, resulteerde een oo'cysten- 
res pons. 

in Tabel 8 worden de ge.iddelde gewichten en de standdaarddeviatie 
35 weergegeven. Het resultaat van de statistische ververking van de gewich- 
ten worW aangegeven door de letters a en b. Deze letters dienen per 
week vergeleken te worden. Als de letters gelijk sijn wijst dit niet op 
een verschil; als ze verschillen echter wel. 



TABEL 8 

Per week wordt veergegeven: het aantal kuikens per groep (n), het 
gemiddelde gevicht (gev), de standaard-^eviatie (*sd) en het al of niet 
verschillend zijn van de gevichten. 



leeftijd 

in 
weken 



Groep 1 

n " gev*sd s 



Gevicht en 
Groep 2 

n gew*sd s 



Groep 3 

n gew*sd s 



Groep 4 

n gev*sd 6 



1 


20 


208 


20 


208 




20 


208 




20 


209 




2 


. 20 


384*10 b 


20 


372*12 


b 


20 


392*9 


a 


19 


398*9 


a 


3 


20 


598*14 b 


20 


579*17 


b 


20 


605*13 


a ' 


19 


614*13 


a 


4 


20 


1002*23 a 


20 


982*28 


b 


20 


1021*22 


a 


19 


1013*18 


a 


5 ■ 


.20 


1427*27 a 


20 


1397*32 


b 


20 


1413*26 


a 


19 


1424*21 


a 


6 


20 


1843*35 a 


20 


1803*36 


b 


20 


1805*28 


b 


19 


1833*21 


a 



ToelAchtinp op Tabel 8 

De groepen 1 en 2, die op een leeftijd van £e*n week gei'nf ekteerd 
20 werden met E.acervulina- en E .maxima- co'cys ten vertoonden een duidelijke 

groeivertraging in vergelijking met de niet gei'nf ekteerde dieren. Groep 
■ 1 herstelde zich snel, groep 2 bleef gedurende de gehele opfokperiode in 

gevicht achter. De oorzaak hiervan is niet achterhaald. Een infektie op 

vier weken had geen enkel effekt op de eerder geinf ekteerde dieren 
25 (groep 1), maar wel op de nog niet gei'nf ekteerde dieren (groep 3), die 

een groeiachterstand opliepen. De tweemaal gei'nf ekteerde' dieren behaal- 

den uiteindelijk hetzelfde gewicht op het einde van de opfokperiode als 

de niet-gel*nf ekteerde dieren. 

30 De kuikens werden dagelijks geobserveerd . In groep 3 werd op het 

einde van de vijfde levensweek diarree vastgesteld, deze was na een 
viertal dagen veer verdvenen. Andere klinische ziekteverschi jnselen 
werden niet aangetroff en. De bloedonderzoeken verliepen negatief ten 
aanzien van Mg, NCD, IB, IBD. Het onderzoek werd door deze aandoeningen 

35 dus niet gekompliceerd. 
\ 

Nabes chouwing 

In het beschreven experiment is opnieuw vastgesteld, dat een infek- 
tie met gesporuleerde offcysten onmiddellijk aanslaat. Het blijkt, dat 
40 dit^ook het geval is met een menginf ektie . Een lage inf ektiedosis , t-w. 
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50 E-acervulina- ottcysten en 50 E-maxima- oCcysten zet het proces op gang. 
Een herinfektie van deze jong gei'nf ekteerde kuikens resulteert niet in 
een otfcystenuitscheiding, laesies in de darmen, otfcystenproduktie in de 
darmen, een groeiremming of klinische verschi jnselen, d.v.z. er treedt 
5 geen herinfektie op. Dit in tegenstelling met een dergelijke infektie 
Mj niet eerder gelnf ekteerde dieren waar een massale otfcystenuitschei- 
ding is opgewekt, de groei geremd is en blj de dieren diarree is vastge- 
steld. Een eenmalige infektie heeft de dieren degelijk beschermd. De 
gebruikte E.acervulina- stam EA-LA en de gebruikte E •maxima- stain EhM* 
10 hebben van een immunogene verking blijk gegeven. 

. ' Ook nu is vastgesteld dat de aanwezigheid van monensin-natrium in 
het voer geen aantoonbaar effekt heeft op de coccidiosis. 



VOORBEELD III 



■ Een-prakti,ik 0 n^rzoek naar het «ffkt van het p 1a nmati R infekteren van 
slachtkuikens ^ tv.en Ei ^ ae om schadeH ike veldinf ekties te - 

voorkomen. (Experiment 3). 

20 Inlelding 

In de bovenstaande Voorbeelden I en II is aangetoond, dat het moge- 
lijk is slachtkuikens op een leeftijd van Mn week te infekteren met 
zowel Elmeria (E. ) acervulina als met E .maxima teneinde een bescherming 
tegenWoeide typen Eimeriae op te vekken. Indien de B .acervulina- 
25 atam EA-LA en de E .maxima- s tarn EM.WB voor dit doel aangewend vorden, is 
de methode mogelijk bij aanwezigheid van monensin-natrium in het voeder.. 
Het opwekken van een bescherming vindt derhalve door een infektie 
plaats, waarbij coccidiosis, welisvaar in een goedaardige vorm, wordt 
opgewekt. De tot nu toe uitgevoerde voorbeelden I en II werden op kleine 
30 schaal in kooien met een gering aantal dieren uitgevoerd. 

In voorbeeld III wordt een onderzoek beschreven van een planmatige 
. infektie en herinfektie onder praktijkomstandigheden. Het doel van het 
onderzoek is om na te gaan of: 

1) de infektie van beide typen Eimeriae tegelijkerti jd toegediend via 
35 het Winkwater in een suspensie met hulpstoffen direkt aanslaat; 

2) het praktijkkoppel geen nadeel van de infektie ondervindt; 
■ 3) het praktijkkoppel beschennd is; 

4) het coccidiostaticum in het voeder het proces niet in de weg staat. 



Proefopzet, mons ternaroe , en methoden 

Een experiment werd opgezet op een klein slachtkuikenbedri'jf . Dit 
bedrijf had een stal met een kapaciteit van .5000 kuikens. De stal was 10 
meter "breed en 25 meter lang. De leefruitnte was gei'soleerd en had een 
glad afgewerkte vloer, vanden en zoldering. Een af zuigins tallatie en een 
hete luchtverwarming waren aanwezig. Door af scheidingen van gaas was de 
ruimte verdeeld in vier afdelingen van 12,5 x 5 meter. De dieren kregen 
het voeder verstrekt in voertonnen die met de hand gevuld werden en 
hadden de beschikking over een automatische drinkwaterins tallatie . Aan 
de voeders werd het coccidiostaticum monensin-natrium in een koncentra- 
tie van 100 ppm toegevoegd- Het werd aan de kuikens verstrekt tot een 
leeftijd van vijf weken. De dieren werden . op een leeftijd van 10 dagen 
gekombineerd gee'nt door middel van de spraymethode tegen- NCD en IB met 
resp. de Clone 30 en de H120 entstof . Op een leeftijd van drie weken 
werden de dieren middels het .drinkwater gee'nt tegen IBD met de D78 ent- 
stof. 

Om de technische resultaten van het experimentele koppel te kunnen 
beoordelen worden onderstaand de resultaten van de laatste 5 koppels van 
het bedrijf vermeld, waar nog niet de methode volgens de uitvinding op 
werd toegepast (wel anti-coccidiosismiddelen) 
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Prod. get. « produktiegetal=groei per dier per dag in gram maal overle- 
vingspercentage gedeeld door voederkonversie maal tien. 

Methode volgens de uitvinding 

Er werden vier groepen kuikens (ras Hybro) opgezet van ieder 1300 
stuks. ^Iedere groep werd op een leeftijd van Se"n week planmatig besmet 
met Eimeria (E.) acervulina- oo'cys ten van de' stam EA-LA en E .maxima- 
oo'cysten van de stam EM-WB. De besmet ting ' vond plaats via het drink- 
water. De gesporuleerde oo'cysten waren gesuspendeerd in een oplossing 
van een viscositeitsverhogende stof, een konserverende stof en kleur 



stolen. Beze suspensie bevatte per 100 1 50.000 gesporuleerde 
E.acervulina- en 5000 gesporuleerde E^ax^cvsten, Van deze 
^ITTerd 100 »1 toegediend aan 1000 kuikens. D. verd _ 

,e« goed ge»engd «t ca 7 liter drinkvater. Voordat de kuikens dit 
5 uengsel kregen toegediend hadden ,1J een uur .oeten dorsten. 

Op een leefti Jd van vier veken zijn de groepen 2 en 4 gelnfektee d 
B et 30.000 gesporuleerde E.acervulina-oScysten en 5000 gesporuleerde 
E. m a X i„a-o«cysten. Deze stamen 2ij n van dezelfde oorsprong als di 
^7 2ij n in Voorbeeld II. X-iddeXs is vast keen te staan, da ze 
» eheei o f grotendeels resists zi;n ten opzichte van — 

Voor de herinfektie zijn de otfcysten zonder n eer in het drinker 
' g esus P endeerd, zoals dit ook in" voorbeeld II -t succes had 

plaatsgevonden. 

De. groepen 1 en 3 fungeerden als kontrole. 

15 _ ^ . . 

^^tpr^me en onderzo ekmethoden 

— weekwerd uit iedere groep een strooisel^onster genoaen en 

we rd het aantal otfcysten geteld volgens de Bethode Long. 

Op een leeftijd van 3 en 5 veken verden per groep 20 dieren 
20 geaecerd en de laesies beoordeeld volgens de *ethode van .ohnson en 
6 Z Be beoordeling vond plaats in het ° 
dee l van de dunne darn,. Be ernst van de laesies verd gevaardeerd . . 
aeex vcn t nfi eeri microscopisch 

! 2 of 3 punten per beoordelingsplaats . Er had tevens e 
onderzoek van het voorste, ^delate en achterste deel van de dunne dar* 
25 plaats, teneinde de aanvezigheid van ™ ^^"^ werd 
Dagelijks verden de dieren geobserveerd. vaarbij P 
• gelet op afvijkingen van het ^aagdarakanaal en de adetthaUng. 
Op een leefti jd van « dagen verd de proef afgesloten. 

30 Resultaten arprvu lina- en E .maxima- offcysten in 

In Tabel 9 vordt het aantal E.acervulina en 

. het strooisel uitgedrukt in 2-log veergegeven. 



\ 



TABEL 9 



Het aantal E .acervulina- en E .maxima- oo'cys ten (2-log) per gram (resp. ea 
en em) strooisel per week per proef groep. \ 
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uitscheiding 2 3 3 weken na de infektie. Niet uitgesloten kan worden dat 
de planmatig'e infektie- gekompliceerd werd door een natuurlijke infektie. 
De zware' herinfektie op een leef tijd van 4 weken in de groepen 2 en 4 
heeft geen toename in de oo'cystenuitscheiding tot gevolg. 



In Tabel 10 worden de resultaten van de "laesionscoring" weergege- 
ven. Dit geschiedt door de scores van de 20 kuikens per groep die op een 
25 leeftijd van 3 en 5 weken zijn onderzocht op te tellen en te delen door 
het aantal onderzochte kuikens. 

TABEL 10 • 

De gemiddelde scores van de laesies per kuiken per groep en per beoor- 
30 delingstijdstip. 

Gemiddeld aantal laesies per kuiken 

Leeftijd Groep 1 Groep 2 Groep 3 Groep 4 

3 weken 0,21 0,28 0,31 . 0,23 

5 weken 0,08 0,11 0,09 0,04 

Toelichting op Tabel 10 

.Het aantal aangetroffen laesies* twee weken na de infektie is niet 
erg groot, de afwijkingen zijn regelmatig verdeeld en grote afwijkingen 
zijn niet vastgesteld. Vier weken na de infektie is het aantal laesies 
40 uiterst gering. De zware infektie op een leeftijd van vier weken lijkt 



geen invloed te hebben. 



in label XI vorden de resultaten van bet uicroscopiscb onderzoek 
In label EeEC hiedt door van de twintig 

„*n de Eeseceerde kuikens veergegeven. Dit gescniea 



TABEL 11 



f Het aantal dieren ..t - : E^-o«cv.«» per 20 

onderzochte dieren per groep en onderzoektijdstip. 

^i£ii^HB£^ Groep 4 

>ep 1 

Leeftijd ea 
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Groep 3 


em 


ea 


em 


ea eni 
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12 
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4 A 


1 
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2 



ea em 



5 

3 weken .'. / J , 

1 - 2 2 " 

5 weken ~ x 

aangetoond is betrekkellj* g „ ftV . vsten betref t . De bevin- 

dat bee in bet alge.een geringe aantallen ofceysten J- 
dingen op een leeftijd van vijf veken zijn, zeals te ver . 
25 Hal. Bnige invloed van de zvare berinfektie is niet vast te stellen. 

in Tabel 12a vorden de teebnisebe resultaten van de vier groepen 
in Tabel 12b vorden de resultaten, geindiceerd tot 
kuikens veergegeven. In Tabel voorafgaan- 
h et produktiegetal. vergeleken «t de resultaten van de v f 

-, eJ ^A-rilf Ze eeven slechts een indikatie over 
30 de koppels op hetzelfde bedrijf. gev preeli . king met de voor- 

re sultaten van de proefgro.pen onderling en de vergeli^king 

afgaande koppels. 
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TABEL 12a 

De technische resultaten verzameld op een leeftijd van 6 weken van de 
vier proefgroepen (volgens de uitvinding). 
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TABEL 12b 

De produktiegetallen van de vier proefgroepen en van de vijf laatste 
koppels opgezet voor het proef koppel. 

Opzet voor het Produktie- Proef- Produktie- 

experimenteel koppel getal groep getal 

5de . 185 ; * 1 202 

V - -:-.4de 191 2 203 

3de . 203 3 204 



2de 191 4 206 - \ 

lste 192 gemiddeld 204 

(niet volgens uitvinding) „ (volgens uitvinding) 

25 Toelichting op Tabellen 12a en 12b 

Ondanks dat er geen bewerking van de gegevens heeft plaats gevonden 
wijzen de gegevens van Tabel 12a en 12b er niet op dat er van enig ver- 
schil in technische resultaten tussen de proefgroepen in dit , experiment 
sprake is of dat er een nadelig verschil bestaat met de resultaten van 
30 de voorafgaande koppels op het bedrijf. Dit betekent dat zowel de plan- 
matige infektie als de zware herinf ektie zeker geen negatief ef f ekt 
hebben gehad. Zo er van een verschil sprake is, is dit ten gunste van 
het experimented koppel. 

De kuikens werden dagelijks geobserveerd- Verschi jnselen van 
35 ■ d'iarree werden gedurende de opfokperiode nooit waargenomen. Op een leef- 
tijd van ruim drie wekeri verden zeer geringe ademhalingsstoornissen 
vastgesteld; deze zijn normale reakties op de NCD enting. Andere ziekte- 
verschi jnselen zijn achterwege gebleven. 
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Nabeschouving 

In dit experiment zijn de gegevens uit experiment. 2 op praktijk- 
schaal bevestlgd. De gekombineerde infektie van E .acervulina- en 
EWma- oCcysten heeft direkt geresulteerd in een massale oScyatenuit- 
T^eTdTng.. Het toedienen van de otfcystensuspensie met toevoegingen 
middels het drinkwater verliep dus succesvol. De zeer zvare herinfektie 
op een leef tijd van vier veken heeft niet geresulteerd in een offcysten- 
uitscheiding, laesies, offcystenbevindingen in de darmen of in slechtere 
technische resultaten. De op een jonge leeftijd planmatig gelTf ekteerde 
dieren kunnen dus als beschermd beschouwd vorden. Het monensin-natrium 
in het voeder heeft het proces niet beinvloed. In dit experiment is aan- 
getoond, dat het mogelijk is een planmatige infektie onder praktijk- 
omstandigheden toe te passen om de dieren een zinvolle bescherming te 
. bieden tegen veldinf ekties . Uit de literatuur is bekend. dat deze veld- 
infekties, vooral als ze in de laatste drie levensweken voor het slach- 
ten optreden, grote schade veroorzaken. 
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CONCLUSIES 



1. Preparaat, geschikt voor gebruik inzake de preventie van de bij 
coccidiosis optredende schade bij pluimvee, gekenmerkt door 

5 een gehalte aan gesporuleerde oo'cysten van een of meer Eimeriae- s oorten, 
welke geheel of grotendeels resistent zijn voor anti-coccidiosis-midde- 
len . 

2. Preparaat volgens conclusie 1, gekenmerkt door 
een gehalte aan gesporuleerde oo'cysten van ' Eimeria acervulina en/of 

10 Eimeria maxima welke geheel of grotendeels resistent zijn voor anti- 
coccidiosis-middelen. . 

3. Preparaat volgens conclusie 2, gekenmerkt door 
een gehalte aan gesporuleerde oo'cysten van Eimeria acervulina en Eimeria 
maxima , welke geheel of grotendeels resistent zijn voor anti-cocci - 

15 diosismiddelen. 

4. Voeder resp. drinkwater, geschikt voor pluimvee, geken- 
merkt. door een gehalte aan gesporuleerde oo'cysten van 
Eimeriae- soorten, welke geheel of grotendeels resistent zijn voor anti- 
coccidiosis- middelen. 

20 5. Voeder resp. drinkwater volgens conclusie 4,gekenmerkt 

door een gehalte aan gesporuleerde oo'cysten van Eimeria acervulina 
en/of Eimeria maxima, welke geheel of grotendeels resistent zijn voor 
anti-coccidiosis-middelen. 

6» Voeder resp. drinkwater volgens conclusie 5, gekenmerkt 

25 door een gehalte aan oo'cysten van Eimeria acervulina en Eimeria . 
maxima, welke geheel of grotendeels resistent zijn -voor anti-coccidio- 
sismiddelen. 

7. Voeder resp. drinkwater volgens een of meer der conclusies 4-6, 
gekenmerkt door een additioneel gehalte aan een of meer ' 
30 anti-coccidiosismiddelen. 

8- Werkwijze voor net voorkomen van sub-klinische en klinische 
coccidiosismiddelen bij slachtpluimvee die een of meer anti-coccidiosis- 
middelen in het voeder verstrekt krijgen, met hetkenmerk, 
dat men ten minste drie weken voor de slacht het pluimvee met het prepa- 
35 raat voigens een of meer der conclusies 1-3 behandelt resp. het voeder 
c.q. drinkwater- volgens een of meer der conclusies 4-7 toedient. 

9. Werkwijze voor het voorkomen van sub-klinische en klinische 
coccidiosismiddelen bij opf oklegkuikens die een of meer anti-coccidio- 
sismiddelen in het voeder verstrekt krijgen, met het ken- 
40 m e r k, dat men dit pluimvee vddr de leeftijd van 12 weken met het 



preparaat volgens een of meer der conclusies 1-3 behandelt resp. het 
voeder cq. drinkvater volgens een of meer der conclusies 4-7 toedient . 

10. Werkwijze volgens conclusie 8 of 9, m e t het k e n- 
m e r k, dat men 10-5000 oo'cysten per kuiken toedient. 

11. Werkwijze volgens conclusie 10, m e t het k e n m e r k, 
dat men 50-500 oo'cysten per kuiken toedient. 

12. Al dan niet geslacht pluimvee, behandeld volgens de werkwijze 
zoals beschreven in een of meer der conclusies 8-11 • 
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